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@ Expression et secretion de polypeptides dans des eucaryotes, sous contr6le d'un promoteur d'adenovirus. 

© ADN recombinant modifie par une sequence nucleotide 
que codant pour une sequence polypeptidique determinee 
dont Pexpression est recherchee, cet ADN recombinant etant 
approprie a la transformation de lignees cellulaires eucary- 
otes, notamment humaines ou antmales, dont les polymer- 
ases endogenes sont susceptibles de reconnaitre les prom- 
oteurs des adenovirus. L'ADN selon I'invention est plus 
particulierement caracterise par le fait que ladite sequence 
nucleotidique d'insertion est placee sous le controle direct 
du promoteur precoce de la region E1A du genome d'adeno- 
virus. 
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TITREMODIFie 

voir page de garde 

££N recombinant comportaht i me sequence nucleotidiaue <~p- 

dant _ pour _im_Pol V Peptide determine sous l e control s 

romoteur d ' a denovirus . vecteurs conrenant cet ADN rpn 
binant , cellules eucarvotes transformers par cet ADN re- 
combinant t produits d'exrretion de cea cellules transfor- 
mers et Jems applicati ons, notamnent a la constit uti on de 

i " ** ** * * * 11 ' ■ ■ - 

vaccms . 

L ' invention concerne un ADN recombinant comportant 
une sequence nucl eotidique codant pour un polypeptide 
determine sous le ccntrole d'un promoteur d ' adenovirus , 
aes vecteurs contenant cet ADN recombinant et des cellules 
eucaryotes transformers par cet ADN recombinant, les pro- 
duits d' excretion de ces cellules transf ormees et leurs 
applications, notamment a la constitution de vaccins . 

Les adenovirus humams possedent un long genome 
[ environ 36.000 pb) lineaire et double brin qui code pour 
au moins 30 proteines. Le cycle viral, au cours de 1' in- 
fection de cellules permissives, est divise en deux pha- 
ses, precoce et tardive. II est connu que les quatre re- 
gions du genome viral exprimee* en phase precoce sont 
appelees regions El, E2 , E3 e-. E4 , dont les positions 
rtspectives dans le genome viral entier sont schematique- 
menr representees dans la fig. 1. La region E1 , situee a 
1'extremite gauche du genome, est elle-meme divisee en 
deux regions E 1 A et E1B . Le passage de la phase precoce a 
la phase tardive, marque par la replication du DNA viral, 
est caractense par un changement brutal du programme 
genetigue du virus. L ' expression de certains genes pre- 
coces est reprimee alors que la transcription des genes 
tardifs s'effectue pr mcipalement a partir d'un seul 
promoteur, le promoteur ma}eur tardif (fig. 1 ) . De plus, 
on observe une forte repression de la synthese des pro- 
teines de la cellule hote (1). 

L 1 organisation genetique des adenovirus humains de 
type 2 ou 5 (Ad2, Ad5) est suffisamment connue pour que 
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I'on puisse manipuler leur genome in Yiiia et son 
utilisation comme vecteur d« expression d'un gene etranger 
dans une cellule animale en culture a deja ete envisage^ 
II est en effet connu que la region E3, qui represente 6 V 
5 du genome. n'est pas essentielle in HtXfi et pent done 
etre substitute dans sa totalise (2). La taille du 
fragment de DNA granger gu'il est possible d'inserer dans 
1. genome do ces virus est grande. En effet. le virus pent 
encapsider un genome dont la longueur excede de 5 % cell. 

10 du genome sauvage. 

Differents vecteurs derives des adenovirus de type 
2 ou 5 ont done ete constructs. Dans ces recombinants, le 
gene etranger etait exprime sous le controle du promoteur 

_ _ a ' riht^nir dans certains cas 

majeur tardif. Ceci a permis d obtenir 

■i ^^^Airi*. fodee par un gene etranger a 
15 une synthese de la proteme coaee pcu- 

un niveau comparable a celui des proteines virales 
tardives 14, 5, 6, 7). Ceci etant, il resulte de ce qui 
precede, que 1' expression du gene etranger sous le 

* _ * - -i -f n*> iD^ut se manif ester que 

controle du promoteur t*rdif ne peut 

20 dans la phase tardive du cycle viral. 

L ' invention decoule de la constatation que le pro- 
moteur de la region precoce El A du genome d ■ un adenovirus 
(ci-apres desicne simplement par "promoteur E1A"> pouvait 
controler de facon particular ement efficace 1' expression 
25 d-un gene heterologue I c • est-a-dire etranger vis-a-vis des 
aenes qui lui sent normalement associes dans 1 ■ adenovirus ) 
ou plus generalement d'une sequence nucleotidigue hetero- 
logue codant pour une sequence polypeptidique dont 1" ex- 
pression est recherchee. En d ■ autres termes , le promoteur 
30 E1A se comporte comme un promoteur fort, et ce plus parti - 
culierement lorsque 1' ensemble promoteur E1A-sequence co- 
dante heterologue est insere dans un vecteur viral. 

L' invention concerne done de faqon generale un ADN 
recombinant pour la transformation de lignees cellulaires 
35 eucaryotes, notamment humaines ou animales, choisies parmi 
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celles qui sont infectables par des adenovirus ou dont les 
polymerases endogenes sont susceptibles de reconnaitre les 
promoteurs des adenovirus, cet ADN recombinant etant en 
outre modifie par un acide nucleique d' insertion contenant 
5 une sequence nucleotidique codant pour une sequence poly- 
peptidique dont 1' expression dans lesdites lignees cellu- 
Jaixes est r echerchee . Cet ADN recombinant est plus parti- 
culierement caracterise par le fait que ladite sequence 
a' insertion est placee sous le controle direct du promo- 
10 teur precoce de la region E1A du genome d 1 un adenovirus. 

De preference, cet ADN recombinant est incorpore 
dans un vecteur replicable dans lesdites lignees cellulai- 
res ou associe par recombmaison genetique avec un tel 
vecteur . 

15 S'agissant d'un vecteur viral r notamment de celui 

derive d'un adenovirus, on peut alors egalement benef icier 
de I'avantage s'attachant a la region E1A des adenovirus, 
a savoir que son expression est constitutive et permanente 
tout au long du cycle viral (8, 9). 
20 Une forme particuliere prefcree de 1 ' ADN recombi- 

nant selon 1 1 invention est caracterisee par le fait 
qu'elle comporte, en aval de l'acide nucleique d'inser- 
tion, dans le sens de la transcription, un genome defectif 
d 4 adenovirus comprenant neanmoins 1 1 ensemble de celles des 
25 sequences essentielles necessaires a la replication de 
1 'adenovirus correspondant, qui sont normalement situees 
en aval des genes normalement sous le controle direct du 
promoteur precoce E1A dans ledit genome. 

Avantageusement , le genome defectif d 1 adenovirus 
30 avec leguel 1 * ADN recombinant conforme a 1 * invention est 
associe, est constitue par un genome complet d ■ adenovirus , 
cependant depourvu de la partie anterieure de la region 
El A du genome viral, notamment de son fragment 0-2,6 % 
(pourcentage exprime par rapport a la taille totale du ge- 
35 nome de 1 ' adenovirus ) . 
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^„ l 'invention, associes avec 
Les ADNs recombinants de 1 inventio 

des elements de vecteurs tels que ceux qui o«t ete 
des element e n fait des vecteurs 

meTltionn e S ci-dessus, constituent en 

mentaonne- •„ sera encore en ce 

4. lAcdits ADNs recombinants, ij- ="= x 
contenant lesdits auns . virus recombinants 

5 aui les concerne fait reference a des virus re 

, fcJ s" lorsque les elements de vecteurs associes a 
defectifs , iorsq inVJenti on seront' derives d'un-. 

r ^-recombinant selon 1 invention recombinants 

rt Af e ctif d' adenovirus- Ces virus 
genome defectix a „ + , lise s pour la transfor- 

„,fc sont avantageusement utilises poux 
defectifs sont trans formables d ■ eucaryotes 

10 matron dc lignecs cell ou an imale) 

superieuxs (notamment d engine distincte d e 

^ sequence distinct 

"T tides =P« a compl Centex la paxtxe do qenome de 
nUCle °" a " f * le susdit est ae P ourvu. Mif 

l-.«*n.vx,». aont 1 «. ^ pr « toe »c. ineoxpoxee «u 
15 sequence Sistmcte ° e pr " 

. rf-s cellules de ladite lignee cellulaire. 
m f£,™. Mm pr6(4f4 ae telles liqnees cellu- 

■ Ja xxes on mentxonnexa la Uqnee 293. Ixqnee ae rein — 
1 aires, on inteares dans son genome, 

bryonnaire humain qui consent, integre 

premiers pourcents de 1'extremite gauche du 
20 les onze premiers . . nfffr 

d . UB Ad5 Ceux-ci permettent de complementer des 
oenome d un Ad5 des ^Utions de 

recombinants defecais qui 
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35 



virus 

r-pxte region (10). • 

^utilisation de ces syste.es vecteur vxxus detec- 
ts recombinant - cellules contenant une sequence capable 
de complementer les vxxus xecombxnants dexectx £ s, est d un 
ae corapa la sequence nucleoti-, 

. - t tout particulltr, lorsque J« m 

rq U e continue Lns !acxde nuclexque 

IKO , toM « code poux une pxotexne qux. loxsqu el 

expxxmee a.ns un h 6te ce.lulaixe natuxel sous le =ontx61e 

Te son pxomoteux natuxel. est 

a .„„ e cultuxe ae cet hote cellulaxxe natuxel. 

L e qene S du genome au vxxus ae r hepatite B cons- 
tltu . a cet eqaxd une sequence nucleotiaique d'un intSxet 
paxticulxex. et ce poux plusxeuxs xaisons. D;une part, le 
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produit d* expression du gene S dans les cellules qui l 1 ex- 
periment, 1 * HBsAg (11, 12), est secrete dans le surnageant 
cellulaire sous forme de particules faciles a derecter et 
a quantifier par dosage radioimmunologigue, ce qui permet 
5 une evaluation precise de la capacite d' expression du vec- 
teur viral. D'autre part, 1 'invention fournit un vecteur 
viral recombinant permettant 1' etude de 1' expression des 
genes de 1 ' HBV tant au niveau de la transcription que de 
la traduction, ce qui est d'autant plus interessant qu'il 
10 n'existait pas ijusqu'a ce jour de systeroe de culture 
cellulaire capable de propager le virus de l'hepatite B 
(HBV). Enfin, 1' infection cellulaire par le virus recom- 
binant adenovirus-HBV lllustre de fagron particulierement 
avantageuse la base methodologique d'un procede de fabri- 
15 cation d'un vaccin contre un agent pathogene determine (en 
1 ' occurrence le virus de 1* hepatite B dans l'exemple con- 
sidere) . 

* 

Une autre sequence nucleotidique du genome du virus 
de 1 ' hepatite B d'un interet particulier est le gene £* 
20 muni de sa region pre-S2 qui code pour 1' antigene HBs et 
pour un recepteur de la serumalbumine humaine polymer isee 
(pHSA) (25) f (26) . 

II va de soi que 1 ' on peut substituer dans 1 4 ADN 
recombinant le gene S par toute autre sequence nucleoti- 
25 clique codant pour un antigene protecteur distinct centre 
un autre agent pathogene determine, surtout lorsgue cet 
antigene protecteur distinct est lui-roeme normalement 
susceptible d'etre secrete par les cellules transformees 
par l'ADN recombinant. II va de soi egalement que 1 ' on 
30 peut substituer dans 1 * ADN recombinant le gene S et la 
region pre-S2 par toute autre sequence nucleotidique 
codant pour un antigene protecteur distinct contre un 
autre agent pathogene determine, surtout lorsque cet 
antigene protecteur distinct est lui-meme normalement 
35 susceptible d'etre secrete par les cellules transformees 
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1 ' ADN recombinant. La sequence nucleotidique codant - 
par 1 ADN recom „, etinct peut d'ailleurs 

nollT cet antigene protecteur distinct pe 
P + -+ rm inseree dans 1 ' ADN recombinant en 

eventueUement etre inseree rantig ene HBsAg, 

phase avec un autre gene, par exempl 
r.^ lors que cet autre gene peut etre utilise c 
des lors g • excretion egalement de cet 

*.^T=" oour promouvoir 1 excretion * , , 

comotive pour P forTne de proteine hy* 

antigene distinct, notamment sous forme ae p 

t « Au titre des antigenes distinct* susceptibles 
bride . Au titre sous forme de 

^•i-t-re ainsi produits (le «& 

a etre ains f par exemple des glyco- 

proteme hybride), on mentionne P 

- structure du varus d 1 Epsteim-Barr . 

PI °" lneS Zs ^ 1. sequence n.Uo- 

tiaique codanb Poux un P ol,P.Pbiae aeber»ine >P-«- 
"tple- ou hybziae, sonb places. »u-ent P« 
- lussi pres que possible de ce promobeur , nobae-enb ae 

' r r it e tata" {TATA box. . caracberisbique au proeobeur, 
t -^cepenaanb en.endu que 1. sequence nucleebiaique 
enbre le pro.obeux eb 1 ' ATG inib^beux ae la sequence n»- 
, a „ coaanb poux ledib polypepbiae aebereine aevxa 
o ' qenexal conbenix les bxiplebs coaanb poux > — 
5 Tu braauibe ae l'-AR« eessaqex 

5 "°! " la ^quence eoaanbe eb conbenanb les sequences 
lemenb a la sequen ..«,,.., a une txaaucbion 

rt » DO arienent aux nbosoiaes necessaixes a une 

, «t« exbxe-ibe V »» br.auibe de 1 ' ARH mes- 

pf f icace . Lettc » c. 

25 peut d'ailleurs etre remplacee par 1« extreme 5 

Jaauite d'un ARN messager distinct de celui norma- 
non traduite _ ^ A ^ P determinee. Par 
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U 11 «-»*v.- — 

, ,nt associe a une sequence codante determinee. Par 
lenient associe « n _ i » 

MBle 0 n peut, dans le cas du gene S, remplacer 1 ex 
exemple, on P e pr e-S ou joux- 

■ . > s . non traduite contenant le gene pre 
tremite 5 non tra duite de 1 1 ARN 

t - nt celui-ci par l'extremite 5 non traa 

I ager Ge rantigene T de SV40. Haas on a aussi remargue 
; ors g ,-on utilise une sequence d - 

legions S et pr,- S2 du v irus de 

sous le controle du pro.oteur fort . A. H e P 
d-obtenir les expressions a la fois de la region pre S2 
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de la region S* - - 

Toute autre extremite 5' non traduite d'ARN messager peut 
etre utilisee, des lors qu'elle est compatible avec 
1' autre extremite similaire choisie. 

II est avantageux que la distance entre la boite 
TATA du prornoteur et le site d' initiation de 1 1 ARN mes- 
sager soit d ' environ 30 nucleotides. 

Le prornoteur El A de l'ADN recombinant selon l'in- 
vention et encore plus generalement le vecteur selon 1* in- 
vention mettant en oeuvre des parties plus importantes du 
genome d'un adenovirus sont de preference issus d'un ade- 
novirus appartenant a la categorie C, telle qu'elle a ete 
defmie par T00ZE. Ces adenovirus ont la propriete connue 
de n'etie pas oncogenes. Les sous-types Ad2 ou Ad5 de 
certe categorie d' adenovirus se caracterisent par un 
pouvoir transf ormant important. L 1 utilisatxon de ce 
dernier type d'ADN recombinant est done particulierement 
recommandee, lorsque le produit d' expression recherche est 
destine a la production d'antigenes protecteurs r notamment 
de principes actifs de vaccins . Cela sera encore d'autant 
plus vrai dans le cas ou des adenovirus entiers, et meme 
infectieux, seront utilises comme principes actifs de 
vaccins vivants r notamment dans les conditions qui seront 
encore explicitees plus loin. 

L 1 invention concerne natur el lement egalement les 
lignees cellulaires, notamment d'origine humaine ou ani- 
mal e, qui sont transf ormees par des ADN recombinants tels 
que definis ci-dessus et qui ont ete rendues capables de 
syn-chetiser un polypeptide code par la sequence nucleoti- 
dique (ou lesdites sequences nucleotidiques ) contenues 
dans ces ADNs recombinants et placees sous le controle 
direct dudit prornoteur. 

L 1 invention concerne plus particulierement encore 
les lignees cellulaires transformees avec un ADN recom- 
binant conforme a 1* invention et en outre caracterisees en 
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ce qU e les cellules de ces lignees cellulaires contiennent 
'lles-inimeB urie sequence distincte de nucleotides A 
complementer la part ie du genome de 1'adenovirusdontle 
susdit vecteur est depourvu. ladite sequence distincte . 
etant de preference incorporee au genome des cellules de ^ 

ladite lignee cellulaire. 

A C e titre, la lignee 293 deja mentionnee plus 
naut apres avoir ete transformee par les ADNs recombi- 
nants, construe une culture cellulaire prefer.e selon 

^•^ rrace a la sequence de complementation que 
1' invention. Grace <a j-<» ^ 

con.ien.ent les cellulles de cette lignee, on observe une 
multiplication virale importante a 1'inteneur deces 
cellules et, par voie de consequence, une expression 
egalement multiple de la sequence codante pour le 
^peptide predetermine. Dans le premier cas ou cette 
sequence codante est le gene S. on obtient une 
imp ortan.e d'antigenes HBsAg excretes dans le mill eu de 
culture de ces cellules. Dans le second cas ou les se- 
quences codantes sent const.tuees par le gene S et la 
20 region pr6-S2 du virus de ^hepatite B. 1'adenovirus 
re combinant dirige i* ^ la synthase des 
HBsAg possedant une activite de recepteur pour la P HSA. 
iniecte a des lapins, ce virus recombinant produit des 
antrcorps anti-HBsAg et anti-pHSA. Ceci montre la 
25 possibility d'utiliser un adenovirus recombinant pour 
exprimer un gene a la xois in vi£r£ et in vivfi. 
LeS memes vecteurs peuvent etre utilises pour la 

, • de cellules Vero dans des conditions 

transformation ae ceuui " 

analogues . 

30 Les vecteurs contenant 1 " ADN recombinant selon 

!■ invention peuvent egalement etre utilises pour la trans- 
formation de cellules ne possedant pas elle-meme la 
sequence de complementation dans les conditions gui ont 
ete indiquees ci-dessus. II pourra alors etre necessaire 
35 de proceder a une co-transformation de ces derniers types 
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de cellules r d'une part, avec un vecteur contenant I'ADN 

recombinant, selon 1 * invention , d 1 autre part, avec un 
adenovirus non defectif ou un ADN recombinant distinct 
contenant les sequences d* adenovirus dont est depourvu le 
5 vecteur recombinant conforme a 1' invention. II pourra 
certes etre observe dans ce dernier cas upe production 
simultanee d'antigenes HBsAg (lorsque la sequence codante 
connent le gene S) et de 1 'adenovirus replique ct libere 
par 2 es cellules ainsi transformees. L'antigene protecteur 
1° lorme peut cependant , le cas echcant , etre separe de la 
suspension virale, par exemple par mise en contact du 
milieu de culture avec des anticorps anti-adenovirus , de 
preference immobilises sur un support solide, tel que 
1' agarose reticulee, commercialisee sous la designation 
15 SEPHAR05E. De toute fagron, la presence de quantites re- 
siduelles de virus dans la preparation vaccinante n'est 
que d'une importance relativement mineure. En effet, 
1* adenovirus n*a qu'un pouvoir pathogene faible chez 
l'homme. II n'entraine que des infections respiratoires 
20 benignes . 

La faible importance du pouvoir pathogene des ade- 
novirus, plus part lculierement de ceux qui appartiennenr 
au gioupe C des adenovirus humains, permet d'envisager la 
constitution de "vaccins vivants". Ceux-ci peuvent etre 
25 constitues par des adenovirus infectieux modifies au ni- 
veau de la region E3 par 1* insertion de 1 ' ADN recombinant 
selon 1' invention dans la partie non essentielle de l 1 ade- 
novirus. A cet egard, il faut souligner le fait que les 
adenovirus humains du groupe C ne se sont jamais reveles 
3° tumor igenes chez 1 ' animal (3). Ces vecteurs ou virus 
seront d 1 un inter et tout particulier pour la transforma- 
tion de cellules Vero, dont le caractere non tumorigene 
est maintenant solidement etabli. De ce fait elles 
constituent une lignee d'origine animale particul ierement 
35 favorable a la production de produits a usage humain. 
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Des caracteristiques auppltaentaire. de 1' invention 
apparaitront encore au cours de la description qui suit de 
constructions preferees de vecteurs contenant ADN recom- 
binant selon I- invention et des conditions dans lesquelles 
5 ces vecteurs sont utilisables. II sera fait reference a 
cette occasion aux dessins dans lesquels : 

- la fig 1 represents schem&tiquement les positions rela- , 
tives des different^ regions du genome d'un adenovirus du 
sous-type Ad5 , d'une part, et a echelle agrandie, de la 

10 region E1A de ce genome ; 

- la fig. 2 est un schema desormais classique du genome du 

virus de 1 ' hepazite B ; 

les fig 3 a 6 montrent les constructions successives 
Q ui ont conduit a la realisation d ■ un plasmide contenant 
15 un premier ADN recombinant conforme a 1 • invention (fxg. 6) 

Ct la fig 7 represenxe schematiquement la construction 
d -un "virus recombinant defectif a partir du plasmide 
m odifie de la fig- 5 et de genomes defectif s de Ad5 . 
20 On fera c'abord les observations suivanres a propos 

des figures, avant de decrire la realisation de construc- 
tions d'ADNs recombinants selon 1 'invention. 

Dans les tig. 3 a 6, les parties en trait fin cor- 
respondent a des sequences du plasmide P ML2 . 
25 Les nombres apparaissant aans les fig- 1 a 5 m 

drquent les positions des sites de restriction dans les 
sequences virales Ad5, SV40 et HBV. Les numerations des 
positions des sites de restriction de Ad5 et du SV450 sont 
celles de J. TOOZE (1). celles de 1 ■ HBV sont celles de P. 

30 TIOLLAIS et al. (11)- 

LeS raturations des designations de sites dans les 

dessins temoignent de la presence anterieure des memes si- 
tes dans les parties correspondantes des ADNs qui seront 
decrits ci-apres. Ces sites ont cependant ete deletes, 
35 , uP primes par reparation des extremites cohesive* des 
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fragments ouverts. ou fragmentes a l'aide des enzymes de 
restriction correspondasntes, ou par tout autre moyen tel 
qu* envisage dans la description qui suit des constructions 
qui ont ete faites. 
5 1 . Rappel des principaux elements de la structure et de 
1 ' organisation du genome de 1 1 adenovirus Ad5 (ci-apres 
souvent simplement designe par la designation Ad5) : 

lis resultant des parties 1A et 1B de la fig. 1. 
1 A : Le genome est une molecule de DNA lineaire 
10 double brin longue d ' environ 36.000 pb. Les f leches in- 
diquent la position et le sens des transcriptions des 
regions precoces E1a, E1b, E2, E3 et E4 . Le promoteur 
inajeur tardif PM^ et 1 ' unite de transcription qui lui est 
associee sont egalement montres. Les numerotations de 10 
15 en 10 r de 0 a 100, correspondent a des tailles exprimees 
en % de la taille du genome total . 

IB : La region E1 A . Les transcripts de cette region 
ont tous des extremites 5'P (position 499) et 3 ' OH (posi- 
tion 1632) identiques. Le premier T de 1* element TATA du 
20 promoteur est situe a la position 468. Les sites de res- 
triction utilises dans les constrructions des plasmides 
sont indiques . Les tailles sont exprimees par des nombres 
de paires de bases. 

2 . Oriaine des fragments contenant le gene S ou le gene S 
25 et la region pre-S2 utilises dans les constructions gui 
suivent . 

1 * cas : Fragment du genome du virus de 1 ' hepatite B 
contenant le gene S. 

II est issu du genome du virus de 1' hepatite B 

30 (fig. 2). II est rappele que le genome du virus de 
1' hepatite B est une molecule de DNA circulaire 
partiellement simple brm. Sa longueur est d' environ 3.200 
pb. II est constitue par 1 * appariement de deux brins de 
longueur inegale , appeles brins L(-) et S(+). Le gene S 

35 represente la sequence codante du polypeptide inajeur de 
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l.envdoppe viral, qui poxte 1 ■ HBsA, . Le i »9»ent a • ADM 
Llllse d a „s 1. constructions ci-apr*s est 1. fragment 
U " , TT Le , it . de polyadenylation.au messager 

a rtlSoca a la PO, t ,» 1.1.. 
S r r Pragment an genome do virus ae hepatite B 
nontenant le. gene S et la region pre-S2.. . 

Le fragment a* ADN utilise est le fragment 

" nour un^rLepteur ae la serumalbumine humame 
10 polymerize CpHSA) . Le site Mstll ^ e " d * 

^'initiation de la xegion P xe-S2 de 9 nucleotides^ Le 
B,1II est situe a 64 nucleotides en aval du signal d poly 

• * n^e S Ide l'anglais "poly A addition 
A addition du gene S iae * 



15 II est question asns c« qui suit de la construction 

« ae la propagation d'un adenovirus recombinant 
comportant le gene S. Le mode operatcire est identrque. 
pouI obtenir un adenovirus recombinant, conforme a 
invention, possidant le gene 5 et la regron pre-S2, 
20 4 „„t entendu que, dans ce second cas , e'est le fragment 
a'ADN «stII-B,HI qui est insure entre les » 
iestrietion HindHI et BamHI du plasmrde pK4 , a la place 
au fragment d ' ADN Xhol-Bglll aont il est question cr- 

25 aPIeS ' On designera dans ce qui suit par Ad5 ( X-B) 
!• adenovirus recombinant possed.nt le gene S et par 
Xd5(«-B) !■ adenovirus recombinant possedant le gene. S et 
la legion pre-S2. 

3. eans feiu^iaa piasmi^ pEiMTagT) (fig- 

3D Le Plasxuide pElA(TaqI ) contient les 632 premiers 

nucleotides de I'extxemite gauche du genome de I'AdS. Ce 
fragment a ete obtenu par coupuxe du fxag^ent de xestric- 

c.r-T E (0 - 5,0 \) de l*Ad5 pax TaqI (fig- 

tion puxifie SacI E iu 3 « w 

1} ce fragment a ete insere entre les sites de res- 

35 tricti on EcoRI et Clal du plasmide P ML2 . (fig. 3) Le 



13 



0185573 



plasmide pML2 a et6 ouvert par EcoRI et Clal. Le fragment 
de Ad5 a ete 116 au plasmide linearis^ au niveau de 
1'extremite Taql . La jonction des extremit6s Taql-Clal 
recree un site de restriction Clal. L'extremite EcoRI du 
5 recombinant a ete repar6e avec la DNA-polymerase I de£. 
£o1jl (fragment de Klenow) et le plasmide recircularise au 
moyen de la ligase T4 . Le site EcoRI a done ete reconsti- 
tue . 

4. Fabrication du plasmide pAB1 (fig. 4). 
10 Le plasmide pAB1 a ete construit a partir du plas- 

mide pEIA(Taql), de fagon a eliminer la partie codante de 
la region E 1 A . Ceci a ete effectue par isolement du frag- 
ment PvuII-PvuII (positions 452-623), coupure de ce frag- 
ment par I'enzyme Haelll (position 495), reinsertion du 

fragment PVUII 452~" HaeIII 495 au niveau du site pvuII 623 du 
plasmide pE1A (TaqI ) . En d'autres termes, le fragment 
Haelll 4g5 -Pvu 623 a ete delete. Le plasmide pAB1 contient 
un site Hindlll proche du site d' initiation de trans- 
cription de la region E1 A et un site BamHI (de pML2) situe 
a distance. Ces deux sites de restriction peuvent etre 
utilises pour doner des genes etrangers sans gu'il y ait 
fusion genetique. 

5 • Production du plasmide vKA (fig, 5). 

pAB1 a ete coupe par Hindlll et BamHI et le frag- 
ment contenant le promoteur de E 1 A r issu de pAB1, a ete 
lie, au niveau de son extremite BamHI au fragment 
Bgll-BamHI (positions 5235-2533 du genome du virus SV40) 
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ci-apres denomme A(SV40) contenant le gene codant pour les 
antigenes T et t du virus SV40. Apr to reparation des 
extremites Bgll et HindHI du reconstituant par le 
fragment de Kleenow, le plasmide est recirculate au 
5 BO ye„ de la ligase T4 . La construction presente dans le 
plasmide PK4 a ete tes^e en mettant en jeu 1 ■ expression 
transitoire du gene T. Introduit dans des cellules HeLa 
par transection selon la technique au phosphate de 
calcium (19), le plasmide P K4 dirige la synthesede 

*o =;V40 aui a ete detectee par 
10 l'antigene T de 5V4U qui 

im unofluore 5 cence. Environ 1 % des cellules transferees 
presentment une fluorescence nette. L'absence de 

-~ t-r^cfArtion cellulaire par un plasmide 
fluorescence apres transtection ceuuia 

j~ c\rAr> incere dans la mauvaise 
co: tenant le fragment de SV40 insere uan 

~~~4-r* -ie le qene des antigenes T et t est 
15 orientation montre ~ie le ycnc 

bien place sous le controle du promoteur E1A de 1'AdS. 

C'est le site HindHI, a la position 5171 du frag- 
ment A(SV40) qui est ensuite utilise pour substituer le 
susdit fragment contenant le gene S a la majeure partie de 

20 Ai SV40) . 

6. P^rhir-tion olasmide pK4S (?-B) ( f ig 

Le plasmide P K4 a ete digere par HindHI et BamHI . 
Le fragment XhoI-BgiTI (positions 125 a 1982) du genome du 
virus de 1-hepatite B (HBV) (fig- 2) a ete insere, en lieu 
25 et place de la majeure partie de A(SV40) entre les sites 
de restriction HindHI et BamHI du plasmide P K4 , apres re- 
paration de leurs extremites respectives par la DNA poly- 
merase I d'£- soli (fragment de Kleenow) (fig. 3). Les 
sites de restriction Xhol . HindHI. BamHI et Bglll sont 

30 perdus apres ligature. 

Le site HindHI etait situe a 8 nucleotides en 
amont de 1 ' ATG initiateur des antigenes T et t. L ' inser- 
tion du gene S dans ce site permet done de conserver l'ex- 
tremite .5' du mRNA precoce de SV40 contenant le site de 
35 -capping' et les sequences d ' a PP ar iement du messager aux 
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ribosoraes. Le fragment de DNA HBV contient la sequence 
codante ou gene S (position 155 a 833) du polypeptide 
majeur de 1'enveloppe virale porteur de 1 1 HBsAg ainsi que 
la sequence situee en 3' du gene S et qui inclut le site 
de polyadenylation de 1 ' ARN messager de 1 ' HBsAg a la 
position 1916 (20, 21, 22). Deux plasmides pK4S + et pK4S~ 
porteur s . du fragment HBV insere "dandles deux sens ont ete 
isoles. Des cellules 293 ont ete transfectees par ces deux 
plasmides et la synthese d ' HBsAg a ete recherchee dans le 
surnageant cellulaire 3 jours apres la transf ection . Seul 
le plasmide pK4S + qui possede le promoteur E1A a l'extre- 
mite 5" du gene S est capable de diriger la synthese 
d* HBsAg. Ceci montre que 1" expression du gene S est bien 
sous le controle du promoteur E1A de l'Ad5. Finalement r un 
site de restriction Clal non methyle dans E. coli a ete 
introduin dans le plasmide pK4S + (X-B) au niveau du site 
Nrul de la sequence pML 2 . Le site est necessaire a la 
construction du virus recombinant. 

C'est final ement le fragment delimite par des ex- 
tremites PstI et Clal, et obtenu a partir de pK4S + (X-B), 
qui a ete utilise pour la fabrication d'un "virus 
recombinant defectif conforme a 1* invention. 

7 . Construction du virus recombinant: defectif (fig. 7). 

3 microgrammes du fragment de restriction Pst1-Clal 
purifie a partir du plasmide pK4S + (X-B) ont ete ligatures 
a 20 microgrammes du fragment de restriction Clal (2,6 % - 
100 %) de I'AdS purifie par ul tracentrif ugation en 
gradient de saccharose pour fournir le "virus defectif 
recombinant N Ad5. 

8 . Propagation du virus recombinant. 

Les cellules 293 ont ete cultivees dans des boites 
de 6 cm de diametre. 4 heures avant la transfection le 
surnageant de culture a ete reroplace par du milieu. 5 
boites de cellules 293 a 70 % de confluence ont alors ete 
transfectees avec l e melange de ligation selon la 
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technique au phosphate de calcium puis incubees pendant 4 
heures a 37 "c. Apres adsorption, les cellules contenues 
dans cheque boite ont ete lavees avec 2 ml de tampon TS 
(Nad 8000,0 mg/1. KCl 380,0 mg/1 , Ka 2 HP0 4 100,0 mg/1, 
5 caCl, 100,0 mg/1, MgCl 2 . 6H 2 0 1OO.0 mg/1, Tris 3000,0 mg/1 
pH 7,4), traitees avec 400 microlitres d'une solution TS 
conxenant 20 % de glycerol pendant 1 minute a temperature 
ordinaire, lavees deux fois avec 2 ml de tampon TS , puis 
xecouverte avec 4 ml de milieu MEM contenant 1 * d'agar 
10 noble 1 % de serum de veau foetal- Aux jours 4 et 7 , les 
cellules ont ete recouvertes avec 4 ml du melange 
nutritif. Aujour 10, les cellules ont ete colorees avec 4 
«1 du milieu nutritif supplement^ avec 0,01 * de rouge 
neutre. Les plages ont ete observees au jour 11. Les varus 
15 ont ete resuspendus dans 1 ml de TS et amplifie sur 
cellules 293. La presence de HBsAG dans le milieu de 
culture a ete testee par RIA (Austria II, laboratoire 
ABBOTT) . Apres amplification , la presence de sequences HBV 
dans le recombinant a ete testee par hybridation. Cinq 
20 plage s ont ete analysees. Une seule contrenait un virus 
• recombinant HBsAg + . Ce clone AdSCX-B) ainsi gu'un autre 
clone etaient positif s pour la detection de sequences HBV. 
La taille du genome viral recombinant excede celle du 
vi-us sauvage de 2100 pb. Aucune deletion n'a P u etre 
25 dexectee par analyse de fragments de restriction du genome 
recombinant. Par ailleurs, cette analyse a montre que les 
sequences du P ML2 situees entre le site de restriction 
PstI et la sequence d'AdS ont ete correctement excisees au 
cours de la propagation du genome recombinant dans la 

30 lignee 293. 

9 . lj ?ypthes«> d'HBsAa dirioe e par le vecteqr ftdMX-B) • 

Des cellules 293 et des cellules Vero ont ete in- 
fectees par le virus AdS(X-B). Les niveaux depression de 
HBsAg synthetise sont montres dans le tableau I. Des 

35 
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echantillons du surnageant cellulaire ont 6te preleves 3 
jours apres 1' infection et 1' HBsAg a ete recherche par 
essai radioimmunologique ( "radio-immunoassay : RIA) . Les 
resultats montrent que le vecteur Ad5(X-B) est capable de 
5 diriger la synthese d'HBsAg dans ces deux lignees 
cellulaires, et 1' excretion d * HBsAg par les lignees 
cellulaires dans leurs milieux de culture respectifs. 

L ' HBsAg synthetise a ete purifie par ultracentr if u- 
gation en CsCl . II a une densite de 1 f 20. Des particules 
10 typiques de 22 nm ont ete observees par microscopie elec- 
tronique . 

10 . Svnthese d ' HBsAg dirigee par les vecteurs Ad5(M-B) . 

Les niveaux d' expression de 1 ' HBsAg synthetise 
apres l 1 infection de cellules 293 et de cellules Vero par 

15 Ad5(M-B) sont montres dans le tableau I. 

La cinetique de la distribution extra- et intra- 
cellulaire de HBsAg a partir de cellules Vero infectees 
par Ad5 (M-B) a indique que la synthese d 1 HBsAg a commence 
3 heures apres 1' infection et a pu etre detectee dans le 

20 milieu apres 8 heures. L 1 infection par le virus 
recombinant Ad5(M-B) a conduit a une accumulation de HBsAg 
de 0 r 5 a 1 pg/10 cellules dans le milieu apres 120 
heures. Des experiences repetees ont montre que le virus 
recombinant contenant la region pre-S2 synthetise de plus 

25 grandes quantites de HBsAg que le virus recombinant ne 
contenant que le gene S. L ' HBsAg purifiee a partir du 
milieu de culture de cellules infectees par 1' adenovirus 

* 

recombinant Ad5(M-B) a consiste en une population homogene 

de particules ayarit un diametre moyen de 22 nm. La densite 
30 apres centr; fugation en CsCl a ete de 1,21. 

1 1 • Activite de recent eur pour la pHSA des particules 

HBsAg issues de cellules Vero . 

Les particules HBsAg produites dans les cellules 

Vero ont ete testees par la technique d 1 hemagglutination 
35 de globules rouges de moutons recouverts de pHSA et par 
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essai radioimmunologique (RIA) pour deceler la presence 
d'une activity de recepteur pour la pHSA. Une activity de 
fixation pour la pHSA a ete detectee, aais pas pour 
1'albumine bovine polymerisee (tableau II). Une telle 
activate n«a pas ete decelee avec les cellules Vero 
infectees par 1 ' adenovirus recombinant Ad5(X-B) conl^nant 
seuleroent le gene S. 

12. ftctivite in vivn du vi r »s recombinan 

Des lapins ont ete inocules intraveineusement avec 
des preparations hautement purifiees de 1' adenovirus 
recombinant Ad5(M-B) et de 1' adenovirus sauvage. Bien que 
l'anrigene HBsAg n'ait P u etre detecte dans leur serum, 5 
lapins sur 8, inocules avec le virus recombinant, ont 
montre 1 ' apparition d'un titre anti-HBs variant de 20 a 
15 270 mlU/ml apres 15 jours (tableau III). Aucun anticorps 
anti-HBs n'a ete detecte dans les lapins auxquels on a 
mjecte le type sauvage d ' adenovirus . .Apres une seconde 
inoculation intraverneuse realisee 4 semaines apres la 
premiere, un second pic a ete observe dans la reponse 
20 anti-HBs atteignant 440 mlU/ml pour 1 ' un des animaux. 4 
semarnes apres la seconde injectxon, des titres d^anti-HBs 
variant de 6 mlU/ml a 360 mlU/ml etaient releves . Des 
etudes anterieures ont mdique que le niveau minimum 
d' anti-HBs encore protecteur centre 1 ' HBV est de 10 mlU/ml 
25 p OUr I'homme. Les anticorps anti-pHSA ont ete recherches 
chez les lapins inocules dans le but de determiner leur 
rapport avec la neutralisation de l'HBV. Ces anticorps, 
detectes par 1' inhibition de 1 ' hemagglutination , ont ete 
trouves dans 5 animaux sur 5 ayant une reponse anti-HBs 

3° positive (tableau IV). 

L' adenovirus recombinant Ad 5 (M-B) dirige done in 
vivo ia synthese de particules HBsAg ayant un caractere 
recepteur pour la serumalbumine humaine polymerisee. 

L' invention fournit done une base methodologigue 
35 pour la fabrication d'un vaccin contre 1' hepatite B (ou 
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contre d' autres types d 1 affections) dans des cultures 
cellulaires . 

L'interet de 1 •-utilisation de 1' adenovirus de type 
5 comme vecteur est double. D'une part f ce virus est un 
virus dont le pouvoir pathogene chez 1 1 homme est faible. 
II n'entraine que des infections respiratoires benignes. 
D 1 autre part, ce serotype qui appartient an grouped des 
adenovirus humams n'est pas tumorigene chez l 1 animal. 
D 1 autre part, le taux de production d ' HBsAg obtenu sur 
cellules Vero (environ 1 microgramme/ 10 6 /par cycle in- 
tectieux) est a priori suffisant pour une exploitation 
industrielle . Or cette lignee cellulaire est non tumori- 
gene et pour cette raison, elle constitue la lignee 
d'origine animale a priori la plus favorable a la pro- 
15 duction d'un produit a usage humain. 

Comme il va de soi et comme il resulte d'ailleurs 
deja de ce qui precede, 1* invention ne se limite nullement 
a ceux de ses modes d 1 application et de realisation qui 
ont ete plus specialement envisages ; elle en embrasse au 
contraire toutes les variantes ; parmi ces variantes, il y 
a lieu de mentionner les autres formes de vecteurs con- 
tenant l'ADN recombinant selon 1' invention, notamment des 
plasmxdes. Ceux-ci peuvent etre, soit utilises pour fabri- 
quer des vecteurs viraux du genre de ceux qui ont ete de- 
crits, soit etre utilises eux-memes en tant que vehicules 
d* incorporation de l'ADN recombinant dans le genome des " 
cellules d'eucaryotes superieurs, notamment des cultures 
de cellules hurnaines ou de primates. 

II va egalement de soi que peuvent etre substitues 
aux cellules 293 qui ont ete mentionnees plus haut toutes 
autres cellules d'eucaryotes superieurs infectables par 
des adenovirus ou susceptibles de reconnaitre le promoteur 
E1A des adenovirus, ces cellules ayant ete modifiees, par 
incorporation au prealable dans leurs propres genomes, 
d'une sequence contenant les parties manquantes au virus 
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recombinant defectif -Ion 1 • invention du genome d'un 
adenovirus, nota»»ent sous le contr6rle d'un pro»oteur 
adenovxru cellu les, par exemple d'un promoteur 

fort reconnu par ces ceiiuj.es, v 

ae u thymidine Kinase ou d'un P ro»o t eur de vrrus ta 
5 ordinaire de V adenovirus , alors "^J^ 

■ „.,„ a. ces cellules * eucaryotes superreurs, pousca 
, te genome de a ^ e ctiis confox.es a 

Ar^rxr complementer les virus u^i 
° vention. dans des conditions analogues a celies Pe 
Bises par les cellules 293. Ces Rhodes sent applrcables 
10 ov e = un avanta»e particulier a des cellules ,«o 

x^c: m ic <=> n oeuvre a ere depose xe 
L* adenovirus Ad5 mis en oeuvxc 

, >oat n98 4 sous le n- 1-322 a la C.N. CM. CCollectxon 

le de Cultures de „icro-or,a»is„es de 1 • INSTITUT 
Nationale ae L Uilulcs 

PASTEUR de Paris. 
15 La lignee 293 a ete deposee a la C.N .CM. le 

3 aout 1984 sous le n* 1-323. 



20 



25 



30 



21 



0185573 



TABLEAU I - 

Production de HBsAq extracellulaire en fonction du temps 



5 





Ad5 (X-B) 


Ad5 (X-B ) 


Ad5 (M-B) 


Ad5 (M-B) 




Cel lules 


Cellules 

^L> Uk W 


Cellules 


Ci^l 1 \\ 1 ^ S 

w w X X U J. w w> 




Vero 


293 


Vero 


293 


Jour 


infectees 


infectees 


infectees 


infectees 


1 


13 


15 


106 


35 


2 


17 


90 


N.D. 


N.D. 


3 


45 


1 10 


349 


56 


4 


1 10 


100 


668 


60 


5 


320 


130 


1 057 


63 


6 


470 


120 


1 153 


N.D. 


7 


550 


120 


900 


N.D. 



Les quantites cumulatives de HBsAg (en ng) pro- 
duites apres infection de cellules 293 et de cellules 
Vero, soit par Ad5(X~B), soit par Ad5 (K-B) sont indi- 
2° quees . 
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Surnageant de culture 

cellules 



Serum huroam 



AdS(X-B) AdS(M-B) Temoin HBsAg+ 

non HBeAg+ 

inf ecte 



Temoin 
sain 



10 



RIA 



HA RIA HA RIA HA RIA 



HA 



RIA HA 



pHSA 
pBSA 



143 
58 



- 7 512 64 
ND 85 ND 



119 
77 



10 472 128 65 
ND 145 ' ND 81 



ND 
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L es resultats sent exprimes en cpm pour I'essaa 

ohase solide et en titre d'hemag- 
radioinimunologique en phase soaiu 

glutination (HA) . 
ND, non determine. 

pHSA •- serumalbumine humaine polymer rsee. 
pHSA : serumalbumine bovine polymerisee . 
cpm : (counts per minute). 
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TABLEAU III 

Rppnnse anti-HBs (mlU ml— \ rhez 3 es lapins inocul6s. 



Semai- L a p i n s 



nes 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


1 


0 


0 


2 


0 


0 


30 


8 


6 


12 


20 


2 


2 


0 


2 


0 


2 


15 


20 


270 


70 


85 


3 


0 


2 


0 


0 


5 


18 


13 


48 


15 


1 1 


4 


1 


0 


0 


0 


2 


21 


15 


27 


17 


7 


5 


0 


o 


2 


o 


2 


99 


52 


440 


146 


136 


6 


0 


0 


0 


o 


0 


78 


26 


401 


151 


148 


7 


0 


0 


0 


0 


0 


20 


27 


325 


58 


42 


e 


o 


o 


O 


0 


0 


20 


40 


367 


35 


6 



On a fait une injection intraveineuse de 10 pfu de 
1 * cicenovi rus Ad5 sauvage purifie a des lapins (lapins 1 
et 2) et 10^ pfu d' adenovirus recombinant Ad5(M-B) pu- 

20 rxfie a des lapins (lapins 3 a 10) immediatement apres 
le prelevement du sang a la semaine 0 et a la semaine 4. 
La quantite d'anticorps anti-HBs a ete mesuree en utili- 
sar\ le systeme RIA AUSAB de Abbott et exprimee en uni- 
tes Internationales (3,5 RIA equivalant a 1 mlU). 

25 (pfu = plage formant unite). 
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epons 
-Litre) . 



f&RLEAU IV 
iTnT^ynna ene du rprepteur anti-pflSj 



reciproaue du 



5 






Lap 


ins 








C CaTTipi S — 

Ciua A 


6 


7 


8 


9 


10 




nes 
















o 


0 


0 


0 


0 


10 


■ 


1 6 


2 


2 


2 






-> 
t— 


4 


16 


16 


16 


16 




3 


4 


4 


16 


8 


8 




4 


2 


o 
*_ 


4 


4 


4 




5 


16 


32 


32 


32 


32 


15 


e 


16 


32 


32 


16 


32 




7 


8 


8 


32 


8 


16 




& 


4 


4 


B 


4 


8 






On a 


infecte, d'une maniere intraveineuse , des 


20 


lapms 


avec 


"1D 9 pfu d' adenovirus 


recombinant Ad5 tM-B ) 




purifies aux 


semames 0 


et 4 . 


Les animaux 


ont ete 




identifies par les memes 


numeros 


que dans le 


tableau 



25 



30 



III . 

L'activite de recepteur anti-pHSA a ete exprimee 
comme la reciproque du titre de serum le plus eleve ca- 
pable de fournir une inhibition a 100 % de 1 ' hemaggluti- 
nation. Les particules d ' HBsAg possedant un titre 
d' hemagglutination recepteur pour la pHSA de 1:128 ont 
ete melangees avec un volume egal de dilutions en series 
de serums inhibiteurs. 
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REVINDICATIONS 

1 - ADN recombinant pour la transformation de 
lignees cellulaires eucaryotes, notamment humaines ou 
animales, choisies parmi celles qui sont infectables par 
5 des adenovirus ou dont les polymerases endogenes sont 
susceptibles de reconnaitre les promoteurs des 
'"adenovirus, cet ADN recombinant etant en outre modifie^ 
par un acide nucleique d' insertion contenant une 
sequence nucleotidique codant pour une sequence 
10 polypeptidique dont I 1 expression dans lesdites lignees 
cellulaires est recherchee, caracterise par le fait que 
ladite sequence d * insertion est placee sous le controie 
direct du promoteur precoce de la region E1A du genome 
d 1 un adenovirus . 
15 2 ADN recombinant selon la revendication 1, 

caracterise en ce qu'il est incorpore dans un vecteur 
replicable dans lesdites lignees cellulaires ou associe 
par recombinaison genetique avec un tel vecteur. 

3 - ADN recombinant selon la revendication 1 , 
20 caracterise en ce qu'il comporte en aval del' acide 

nucleique d 1 insertion un genome defectif d* adenovirus 
coniprenant neanmoms 1 ' ensemble de celles des sequences 
essentielles necessaires a la replication de l'adeno- 
virus correspondant, qui sont normalement situees en 
25 aval des genes normalement sous le controie direct du 
promoteur precoce E1A dans ledit genome. 

4 - ADN recombinant selon la revendication 3 r 
caracterise en ce que le genome de 1' adenovirus avec 
lequel il est associe est defectif, en ce qu'il est 

30 depourvu de la partie anterieure de la region El A du 
genome viral, notamment de son fragment 0-2,6 %. 

5 - ADN recombinant selon la revendication 2, 
caracterise en ce qu'il est incorpore dans une region 
non essentielle d'un adenovirus, notamment dans la 

35 partie non essentielle de la region E3 de cet 
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15 



adenovirus. - - 

6 - ADN recombinant selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 5, caracterise en ce que son 
promoteur est originate d'un adenovirus de categone C, 
5 appartenant au sous-type Ad2 ou Ad5 . 

7 - ADN recombinant selon l'une quelconque des 

- a raracterise en ce q*e la sequence 
revendications^. 1 a 6, caracterise en 

nucleotidique center dans le susdit acide nuc eique 
d - insertion code pour une proteine qui, lorsqu'elle est 

• iB dans un note cellulaire naturel sous le 
10 expnmee dans un nux. 

console de son promoteur naturel, est excretee dans le 
.ilieu a-une culture de cet bote cellulaire naturel. 

8 - ADN recombinant selon l'une quelconque des 

-i i 7 caracterise en ce que la susdite 
revendications 1 a 7, caraewn 

seque „ce nucleotique code pour un antigene protectee 
centre un agent pathogene determine, notamment pour 

1 ■ antigene HBsAg . 

9 - Lignee cellulaire d'origine humame ou 

animale, caracterisee en ce qu'ell. est transferee par 
un ADN-recombinant selon l'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 8, et en ce qu'elle synrhetise le polypeptide 
code par la susdite sequence nucleotidique. 

10 - Lignee cellulaire selon la revendication 9 
consideree en combinaison avec la revendication 3 ou la 

. 0 „ -i es deux a la fois, et, le cas 
25 revendication 4, ou les aeux a 

echeant, avec l'une quelconque des revendications 6 a 8, 
caracterisee en ce qu'elle consent elle-meme une 
• sequence distincte de nucleotides apte a complementer la 
partie du genome de 1 ' adenovirus dont le susdit vecteur 
30 est depourvu. ladite sequence distincte etant de prefe- 
rence incorporee au genome des cellules de ladite lignee 
cellulaire. 

11 - Precede de production d'un polypeptide 
determine comprenant la transformation par un ADN 
35 recombinant contenant une sequence nucleotidique codant 
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pour ledit polypeptide d'une lignee de cellules 
eucaryotes r notamment animale ou humaine, choisie parmi 
celles qui sont infectables par des adenovirus ou dont 
les polymerases endogenes sont aptes a reconnaitre les 
5 promoteurs des adenovirus, caracterise par le fait que 
1 1 ADN trans formant est conforme a 1 1 une quelconque des 
revendications 1 a 8 et en ce que 1 1 on recueille les 
produits d* expression de ces cellules, y inclus ledit 
polypeptide determine . 
10 12 - Procede selon la revendication 11, 

caracterise en ce que l'ADN recombinant est conforme a 
I'une quelconque des revendications 4 a 6. 

13 - Procede selon la revendication 11, 
caracterise par le fait que les cellules eucaryotes 

15 transf ormees sont conformes a la revendication 10. 

14 - Procede selon la revendication 11, 
caracterise par le fait que les susdites cellules 
eucaryotes sont simultanement -transf ormees avec 
1 'adenovirus inf ectieux correspondant . 

20 15 Procede- selon l'une quelconque des 

revendications 11 a 14, caracterise en ce que la 
sequence nucleotidique determinee est conforme a celle 
definie dans la revendication 7. 

16. Procede de production d'un polypeptide 

25 possedant des proprietes immunogenes caracter istiques du 
virus de 1' hepatite B comprenant la transformation d'une 
lignee de cellules eucaryotes, notamment animales ou 
humaines, choisie parmi celles qui sont infectables par 
des adenovirus ou dont les polymerases endogenes sont 

30 aptes a reconnaitre les promoteurs des adeiwirus, par un 
ADN recombinant contenant un inserat comprenant lui-meme 
une sequence nucleotidique codant pour un polypeptide 
immunogene caracteristique du virus de 1' hepatite B, 
caracterise en ce que la susdite sequence nucleotidique 

35 est placee dans cet ADN recombinant sous le control e 
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~,.a~«<-«» rtf- la reaion E1A du genome 
direct du proaoteui precoce ae xa regj." 

d'un adenovirus. 

17 Procede selon la revendication 16, 

caracter.se en ce que 1 ' ADN recombinant est incorpore 
5 dans un vecteur consistant en un adenovirus defectrl 
replxcable dans lesdites lignees de cellules, ledxt 
adenovirus etant depourvu de la pa^ie anterieure de la 
reaxon E1A du genome viral, notamment de son fragment 
0-2 6 %, mars comportant neanmoins 1 ' ensemble des 
1D sequences essentrelles a la replxcation de 1 ■ adenovirus 
correspondant, qui sont normalement situees en aval des 
genes normalemenr sous le controle direct du promoteur 
precoce E1 A dans ledit genome, et en ce qu'on recuexlle 
dans le milieu de culture les produits d' expression des 
15 Ixanees de cellules eucaryotes transformees par 1 ' ADN 
recombinant, y mclus le polypeptide code par la susdxte 
sequence nucleotide et synthetise par lesdxtes 

lignees de cellules. 

18 Procede selon les revendications 16 ou 17. 

2o caracterise en ce que le promoteur de l'ADN recombinant 
est originaxre d'un adenovirus de categorie C, apparte- 

nant au sous-type Ad2 ou Ad5. 

19 Procede selon 1'une quelconque des 
revendicatxons 16 a 18. caracterise en ce que l'ADN 

25 recombinant est incorpore dans une region non essen- 
txelle de 1 ' adenovirus , notamment dans la partxe non 
essentxelle de la region E3 de cet adenovirus. 

20 Procede selon l'une quelconque des 
revendicatxons 16 a 19, caracterise en ce que la lignee. 

30 de cellules eucaryotes contient elle-meme une sequence 
distincte de nucleotides aptes a complementer la partie 
du aenome de 1 'adenovirus dont le susdit vecteur est 
depourvu, ladxte sequence etant de preference mcorporee 
au genome des cellules de ladxte lignee de cellules. 

35 21. Procede selon l'une quelconque des 
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revendications 16 a 20, caracterise en ce que 1 1 ADN 
recombinant comprend la sequence nucleotidique codant 
pour le gene 5 du genome du virus de 1' hepatite B. 

22. Procede selon l'une quelconque des 
5 revendications 16 a 20, caracterise en ce que 1 1 ADN 
'* recombinant comprend - la sequence codant pour le gene S 

et la region pre-S2 du genome du virus de 1 ' hepatite B. 

23. Composition de vaccin contenant les produits 
excretes ou libeies dans le milieu par les cellules 

10 eucaryotes transformees par le procede selon l'une 
quelconque des revendications 11 a 14, en tant que 
principe actif d'un vaccin actif contre un agent patho- 
gene, notamment contre le virus de 1 ' hepatite B . 
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